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简 并 引物 在 PCR 扩 增 甘油 -3 磷酸 转 酰 栈 
基因 中 的 应 用 * 
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摘要 应 用 高 简 并 引物 ， 结 合 PCR 扩 增 技术 从 南瓜 Cucurbita moschata 总 RNA 的 逆转 录 产 物 
中 得 到 了 GPAT 基因 保守 区 。 在 PCR 反应 中 ， 简 并 引物 之 间 的 浓度 配 比 是 影响 扩 增 效率 的 关 
键 。 用 脱氧 次 黄 苷 @qI) 蔡 代 简 并 引物 中 的 高 简 并 位 点 ， 可 大 幅度 降低 简 并 程度 ， 显 著 提 高 扩 增产 
物 的 特异 性 及 扩 增 效率 。 

关键 词 简 并 引物 , 聚合 酶 链 式 反 应 CR) 甘油 -3-- 磷 酸 转 酰 酶 (CCPAT) 
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Abstract Using highly degenerate primers by RT—_PCR, the conserved region in GPAT-gene 
was obtained from total RNA of squash Cucurbita moschata). In the PCR reactions, the concen- 
tration ratio between the degenerate primers was essential for influencing amplification efficiency. 
Utilizing deoxyinosine(dI) can decrease degenerate degree and enhance the specificity of PCR 
products and amplification efficiency. 
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当 待 研究 基因 序列 不 明 ， 且 仅 知 其 一 部 分 蛋白 质 序列 时 ， 根 据 蛋 白质 序列 可 合成 一 组 简 并 引物 来 克隆 
这 一 基因 或 基因 探 针 。 本 实验 所 要 研究 的 GPAT 基因 ， 是 一 个 抗 冷 相关 基因 。 上 有 目前， 国外 已 报道 了 拟 南 
芥菜 Nishida et al, 1993) ， 南 瓜 (shizaki et al, 1988)， 了 豌豆 (Weber et al, 1991)， 红 花 Resham et al, 1994) 
中 此 基因 的 cDNA 序列 ， 根 据 这 些 序列 推出 GPAT 氨基 酸 相 对 保守 区 序列 ， 即 可 合成 一 组 简 并 引物 来 从 
云南 省 丰富 的 植物 资源 中 克隆 到 不 同 抗 冷 性 品种 中 的 GPAT 基因 ， 这 对 于 从 分 子 水 平 来 更 深入 的 探讨 抗 
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冷 机 制 及 通过 生物 工程 抗 性 育种 来 快速 的 获得 高 抗 冷 性 的 品种 都 有 着 重大 的 意义 。 自 1988 年 Lee 首次 应 
用 简 并 引物 PCR 扩 增 技术 成 功 地 克隆 了 尿酸 盐 氧 化 物 酶 以 来 ， 国 内 外 采用 此 技术 成 功 地 克隆 到 未 知 序列 
基因 的 报道 已 有 不 少 ， 但 简 并 程度 最 高 仅 达 到 1 024 售 dnnis et al, 1990)。 简 并 程度 过 高 ，PCR 扩 增 产物 
的 扩 增 效率 和 特异 性 较 差 .会 严重 影响 目的 片段 的 分 离 , 因此 探讨 如 何 提高 高 简 并 引物 的 PCR 扩 增 效率 
和 特异 性 对 于 成 功 应 用 简 并 引物 PCR 扩 增 法 是 很 有 必要 的 。 下 面 ， 我 们 将 探讨 简 并 引物 在 GPAT 基因 
PCR 扩 增 中 的 应 用 。 


1 材料 和 方法 


1.1 材料 

所 使 用 的 简 并 引物 是 : 

第 一 组 : primer I 5' 一 GA[AGJCC[AGCTIJTTICTIGAICTITA[CTITACT3’ 

primer I 5'~CATIAGTITGICTITTICTITTIACG TICGJATIAG TA[ACG TIAC 
[AGJCA[AG TIAT_ 3 
第 二 组 : primer I 5' 一 GA[AGJCCITTICTIGAICTITAICTITA[CT}3’ 
primer I 5'~CAT[AGJTGICTITTICTITTICG IATIAGTITAIAC[AG CAIAT—3’ 

注 ”“I? 为 脱氧 次 黄 苷 

两 组 引物 均 由 Cybersgn 公司 合成 。 
1.2 方法 

用 于 摸索 简 并 引物 浓度 配 比 与 扩 增 效率 关系 的 模板 是 南瓜 GPAT 的 cDNA 片段 ,使 用 的 简 并 引物 是 
第 一 组 。PCR 反应 体系 为 50 AL， 含 有 10 mmol/L Tris 一 HCICPH9.0) ，50 mmol/L KCl, 1.5 
mmol/L MgCl,，0.2 mmolAL dNTP，50~100 ng cDNA， 引 物 浓度 按 5 种 浓度 配 比 ， 即 primer 1 和 
primer 工分 别 为 3 kmolAL 和 3 pmolAL，3pmolAL 和 6 pmol/L, 3 pmol/L 和 15 pmolAL，3 
pmolAL 和 30 pnmolAL，3 pmolAL 和 60 pmolAL。 其 中 所 选用 的 最 低 引 物 浓度 即 3 xmol/L 参照 有 关 
文献 ( 林 万 明 , 1995)。 扩 增 条 件 为 94C 40s，50C 30s，70C 1.5 min，40 个 循环 后 70C 延 伸 7 min。 

用 于 扩 增 GPAT 基因 保守 区 的 模板 是 云南 地 方 栽培 南瓜 中 的 总 RNA 的 逆转 录 产 物 人 ITP)， 即 取 正 在 
变 绿 的 南瓜 子叶 提取 总 RNA， 用 送 转 录 试 剂 盒 购 自 Superscript 公司 ) 逆 转录 ， 具 体操 作 参 照 试 剂 盒 说 明 
书 。 取 2pLRTP， 使 用 第 一 组 简 并 引物 ， 采 用 摸索 出 的 最 佳 引 物 浓 度 配 比 ， 按 以 上 扩 增 体系 和 条 件 进 行 
扩 增 ， 扩 增产 物 经 2% 的 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 后 ， 切 下 预期 带 放 人 eppendorf 管 中 ， 加 20 pL TE 缓冲 液 ， 冻 
融 数 次 ， 取 渗 出 液 为 模板 ， 按 以 上 扩 增 体系 和 条 件 进 行 二 次 扩 增 ， 用 二 次 扩 增 产物 进行 酶 切 鉴 定 。 以 上 扩 
增 体系 和 条 件 不 变 ， 使 用 第 二 组 简 并 引物 以 3 ymol/L 的 等 摩尔 浓度 配 比 进 行 扩 增 ， 直 接 用 扩 增 产物 进 
行 酶 切 鉴定 。 


2 实验 结果 


2.1 简 并 引物 的 浓度 配 比 与 扩 增 效 率 的 关系 

在 第 一 组 简 并 引物 的 简 并 系数 分 别 是 128 倍 @rimer I )、6144 倍 @rimer I )， 两 者 相差 约 40 倍 的 情况 
下 ， 以 前 者 为 3 kmol/AL、 后 者 为 15 ymol/L 的 配 比 进行 扩 增 ， 扩 增 效率 最 高 (如 图 1: ); 3 pmol/L 
和 6 pmol/L 的 配 比 ， 效 率 次 之 (如 图 1: 〖 ); 3 pmol/L 和 和 3pmol/L 及 3pmol/L 和 30 pmol/L 的 
配 比 ， 效 率 较 低 (如 图 1, 1 ,，N ); 3 ymol/L 和 60 pymol/L 的 配 比 ,无 扩 增 (如 图 1: V )。 
2.2 第 一 组 简 并 引物 扩 增 GPAT 基因 保守 区 

一 次 扩 增 结果 如 图 2; 1 ， 其 中 扩 增 效率 最 高 的 便 是 预期 片段 ;二 次 扩 增 结果 如 图 2: 1 ; 酶 切 鉴 定 结 
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果 如 图 2, EL， 证 明 所 得 片段 确实 是 GPAT 基因 保守 区 。 





图 1 用 不 同 浓度 配 比 的 简 并 引物 扩 增 的 电泳 结果 

M: HaeH DNA 标准 分 子 量 ;I :3 ymol/L 和 3 
pmol/L 配 比 的 扩 增 结果 ; I :3 pmolAL 和 6 pmolAL 配 比 
的 扩 增 结果 ;了 :3 jymol/AL 和 15pmolAL 配 比 的 扩 增 结果 ; 
N ;3 pmolAL 和 30 pmolAL 配 比 的 扩 增 结果 ;V:3 
AmolAL 和 60pmolAL 配 比 的 扩 增 结果 

Fig.1 The electrophoretic results for different concen- 

tration ratio of degenerate primers by PCR 
M.:, Hael DNA marker;I ; Amplification of 3 
Hmol/L: 3 xmol/L concentration ratio; ¥ : Amplification 
of 3 ymol/ L:6umol/L concentration ratio; 下: Amplifica- 
tion of 3 ymol/L:15 ymol/L concentration ratio; N : Am- 
plification of 3 ymol/L; 30 ymol/L concentration ratio; V ; 


Amplification of 3 ymol/L: 60 ymol/L concentration ratio 


2.3 第 二 组 简 并 引物 扩 增 GPAT 基因 保守 区 





图 2 第 一 组 简 并 引物 扩 增 GPAT 基因 保守 区 的 电 
泳 结 果 
M: Hae I DNA 标准 分 子 量 ;I:GPAT 基 因 保 守 区 
的 一 次 扩 增 结果 ;I :GPAT 基因 保守 区 的 二 次 扩 增 结果 ， 
了: 酶 切 鉴 定 结果 


The electrophoretic results for utilizing the 


Fig.2 
first group degenerate primers to amplify the conserved 
region in GPAT-gene 

M.; Hael DNA marker; 1 ; Once amplification of 
the conserved region in GPAT-gene; I ; Twice amplifica- 
tion of the conserved region in GPAT-gene; H :Identifica- 


tion of restriction map 


此 结果 如 图 3: 1 ， 其 扩 增 产物 的 特异 性 、 扩 增 效率 都 较 第 一 组 简 并 引物 的 一 次 扩 增 结果 显著 提高 。 
酶 切 鉴定 结果 如 图 3: 1 ， 证 明 扩 增 片段 确实 是 GPAT 基因 保守 区 。 


3 讨 论 


原则 上 在 简 并 引物 PCR 扩 增 中 ， 简 并 引物 的 简 并 系数 越 低 越 好 ， 但 有 的 情况 下 ， 由 于 所 选用 的 偏爱 
密码 子 的 简 并 性 较 高 ， 所 设计 出 的 简 并 引物 的 简 并 系数 也 就 相应 的 较 高 ， 致 使 PCR 扩 增 效率 及 特异 性 较 
差 ， 难 以 得 到 研究 所 需 的 目的 基因 片段 。 所 以 探讨 如 何 提高 高 简 并 引物 的 PCR 扩 增 效果 ， 对 于 更 好 的 应 
用 简 并 引物 PCR 扩 增 法 这 种 快速 、 经 济 、 简 便 的 基因 克隆 法 是 很 有 意义 的 。 

据 报道 扩 增 成 功 的 最 高 简 并 系数 仅 达 1 024 倍 ， 而 本 实验 在 高 达 6 144 倍 的 情况 下 也 从 南瓜 中 扩 增 出 
了 GPAT 基因 保守 区 。 其 中 实验 结果 1 表明 ， 简 并 引物 之 间 的 浓度 配 比 在 高 简 并 引物 的 PCR 扩 增 中 起 着 
重要 的 作用 ， 即 当 简 并 引物 之 间 的 浓度 配 比 最 佳 时 ， 扩 增 效率 最 高 ， 否 则 扩 增 效率 较 低 ， 其 至 出 现 无 扩 增 
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3 第 二 组 简 并 引物 扩 增 GPAT 基因 保守 区 
的 电泳 结果 
M.Hae 有 DNA 标准 分 子 量 ; 1 :GPAT 基因 保 
守 区 的 扩 增 结果 ; I : 酶 切 鉴 定 结果 
Fig.3 The electrophoretic results for 
utilizing the second group degenerate 
primers to amplify the conserved region 
inGPAT-gene 
M:HaegE DNA marker; I :Amplification 
of the conserved region in GPAT—gene; 


1 :Identification of restriction map 


的 假 阴 性 结果 。 另 外 ， 本 试验 中 没有 添加 其 它 任 何 试剂 ， 仅 
通过 调整 简 并 引物 之 间 的 浓度 配 比 ， 就 在 6144 倍 的 简 并 程 
度 下 ， 获 得 了 研究 所 需 的 基因 片段 。 其 中 二 次 扩 增 法 也 起 了 
关键 作用 ， 即 将 一 次 扩 增 的 目的 片段 简便 回收 后 ， 再 次 扩 增 
可 以 有 效 的 消除 非特 异性 片段 的 于 扰 ， 获 得 满意 的 扩 增 结 
果 。 

简 并 引物 的 应 用 是 具有 经 验 性 的 ， 即 设计 好 的 简 并 引物 
经 检验 后 ， 仍 需 进一步 改进 , 直至 达到 最 佳 效 果 。 实 验 结 果 
3 表明 ， 用 改进 后 的 第 二 组 简 并 引物 扩 增 GPAT 基因 保守 
区 ， 所 得 扩 增 产物 的 特异 性 及 扩 增 效率 都 较 第 一 组 简 并 引物 
的 一 次 扩 增 结果 要 好 。 这 主要 是 脱氧 次 黄 苷 QI) 的 作用 , dl 
可 与 任何 碱 基 配对 ， 从 而 用 dl 替代 简 并 引物 中 的 高 简 并 位 
点 ， 可 使 简 并 引物 的 简 并 系数 大 大 下 降 。 本 实验 中 使 用 
dI， 使 简 并 引物 的 简 并 系数 分 别 由 6 144 倍 、128 们 下 降 到 
128 倍 、32 倍 , 使 扩 增 效果 大 为 提高 。 在 文献 ( 林 万 明 , 1995) 
中 曾 提 到 脱氧 次 黄 苷 蔡 代 法 是 一 种 降低 简 并 程度 的 好 方法 ， 
本 实验 进一步 证 明 这 种 方法 确实 有 效 。 最 近 , 亡 玉 才 等 
44997) 通 过 在 PCR 反应 中 加 入 适量 的 四 甲 基 握 化 包 
CTMACD， 在 简 并 系数 高 达 32 768 倍 的 情况 下 ， 从 小 麦 中 
得 到 了 葡 聚 糖 酶 基因 片段 ， 显 然 四 甲 基 氯 化 铵 在 高 简 并 引物 
的 应 用 中 也 非常 有 效 。 

到 目前 为 止 , 可 使 高 简 并 引物 得 到 有 效应 用 的 方法 , 已 
报道 的 有 调整 简 并 引物 之 间 的 浓度 配 比 、 用 脱氧 次 黄 苷 来 代 
将 高 简 并 位 点 及 在 PCR 反应 中 加 入 四 甲 基 气 化 饼 等 方法 。 
而 简 并 引物 PCR 扩 增 法 的 应 用 前 景 是 广阔 的 ， 因 此 进一步 


探索 发 气 出 更 好 的 提高 简 并 引物 PCR 扩 增 效果 的 方法 是 非常 重要 的 。 
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